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右下：NH4Cl添加
　各液ともAM　3cc十〇，IMKCI　3ca
24
4倦2号 大原一Actomyosin－ATP系の結合機構．について　1 101
響と見るべきである。
　0．OIN　CoCl！　2ccはAMの粘度を照明に増大する。これ，
は時彫6経過によって，多少低下して行く傾向がある標で
ある。またこの粘度増加に俘なってspl．　tが短縮するもの
の如くである。また粘度恢復の際の粘度は，対照では常に
最初の粘度を超過するのであるが，cobaltの場合には最
初の粘度より低下している。要するに，cobaltの作用は，
混液の最初の粘度，spl．　tの面から見ると，　NH40Hと拮
抗的である。
5．至魑條件　　　　　　　　　　　　，
　以上の実瞼から，sp1．　tを延長させるのは，　NH4＋とOH　
の協同作用であるが，OH：一が強過ぎると最初のAMの粘
度が低下する。そこでNH4ClとNH40Hの比傘を漉宜
にとれば，最初の粘度を低下せしめずに，sp1．　tだけを延
長せしめる系を作り得るであろう。これを槍定した実瞼を
第5図に示した。
　図において，（2），‘3），（4）の曲線の最初の粘度に逆韓指
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　NH4Cl：NH40H比i率とSplitting　timeとの関係
（1）対照：AM　3cc＋0．1MKC13・。
（2〕AM3c『＋CO。3MKCI　lcc十1NNH4C11．7cc十1NNH40HO．3cc）
〔3）AM3cc＋IO．3MKCI　lcc＋1N　NH4Cl　1．5cc＋INNH40HO．5cc）
〔4，）AM　3cc十（0．3MKCI　lcc十IN　NHICI　I．3cc十1N　NH40HO．7cc）
　　　　　　砦があるが，その差は僅少である。spl．tの長
　　　　　　さは，NH40H量に件なって延びている。こ
　　　　　　こでは（3）の目偏，即』ち　NH4Cl　l．o「cc’十
　　　　　　NH40H　O．5cnの比傘を至適と認めた。
　　　　　　6．至恩條件におけるATP分解遊離Pの化
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CObalt・ammOnia　bUffer＄ErNの分析
　　　　AM　3Cc　十　O．IM　KCI　3cc
AM　3cC　＋　O．3M　KCI　ICc　十　IN　NH，Cl　2cc
AM　3cc　＋・O．3M　KCI　ICC　＋　IN　NH40H　2cC
AM　3cc　＋　O．3M　KCI　lcC：　＋　O．OIN　CoC12　2CC
50
　学的定量（第1表1
　1N　NH，iCl　1．5cc　IN　NH40H　O。5ccの比峯を
有するammonia　bufferについて，　ATI添
加10分後の遊離Pの測定を，対照と比較し
て行った。なおこの他にKOHを添加して
pHを9．6以上とし，　AMを完全に解離せし
めたものについても試瞼を行った。
　無機燐の定量はBodanskyの原法s）に從つ
た。混液に1％ATP　O．2・cを加え，20’　oC，10分
incubate後，反磨混液1．5ccを探り，trichlor
酷酸を加え5ccとし除蛋自する。これを濾過
し，濾液2ccをとり，、以一F　Bodanskyの：方法
に從う。呈色後，5分経ってから，S7L｝を用い
てPulfrich比色計で比色定量する。
　ammonia　buffer中のAM混液は，最初
の粘度は対照と変りなく，ATP添加により
粘度は64　％とな’り，30分迄は恢復なく，そ
れから徐々に恢復が起って1時1問後に85％
迄恢復を見た。
　結果は第1表：の如くである。
即ち，対照において25。C，10分ipcubateし
8）　Bodansky；　J．　Biol．　Chem．　99，　197　（1937）；　101，　93　（1933），
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粘度が充分恢復した瞬結混液申の分解P量は，10．54γで
ある．のに対し，ammonia　bufl’er及びaJkali混食の25Qぴ
勺0分後のそれは，それぞれL98γ，一2．14γであった。
第　1　表
????
溶 液
対　照
Ammonia　buff’er　AM
ATP試験
AM溶液試瞼
Ammonia　buffer試瞼
Alkali　AM
AIkali試弾
ATP加熱分解
1％　ATP
　　　tO．2cc
　　 O．2cc
　　　O．2cc
蒸溜水0．2cc
　　　O．2cc
　　　O．2cc
　　　O．2cc
　　　O．o．cc
溢　　度
250C
2sec
室　温
室　温
250CN
250C
250C
ユ00。C
時　　聞
????????10
P0
?????
分解P量
?0?????4
1??43
30???
??692
07??
??313
S3??
3951
?????AM　3・　Cc＋O．1｝1　KCI　3cc
AM　3cc＋（0、3】近KCI　lcc＋IN　NH4Cl’1　．5Cg＋IN　NH，OHO．5cc）
O．6M　KCI　3cc＋o．IM　KCI　3cc
AM　3cc＋O．1M　KC］　3cc
O．6M　K：Cl　3cc＋CO．3M］E（C1■cc＋IN　N］E〔4Cl　L5cc十1N　NH40］ヨ［0．5cc♪
AM　3cc十　o．IM　KCI　3cc十　IN　KOH　O．06CC　pH　9．6
0．6M　KCI　3cc＋O．　IM　KCI　3cc＋　IN　KOH　o．06CC　pH　9．6
1N正i［Cl　6cc
対照の分解　　　P＝（］）一｛（3）十（4）｝＝・　10．54γ
ammonia　buff’er　，i　＝（？・）一｛（5）十（4）｝＝　1．93　r
Alkali　　　〃　　〃＝（6）一｛（7》十L4）｝＝一2．14γ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のAM溶液5c。を16～24℃で行っているが，私はO．35M
考
?
　以土，私はOstwald型料i度計を用いて，　AM系
に対するa・　mmonia　buffer及びcobaltの影響を見
て來た。viscosimetryによるAM系の研究は，
Mommaerts6）その他，二・三の研究者によって行
われてV・るが，これはactinとMyosillの結合・解
離及び，ATP　ase活性度を観察するのに都合の良
い乎段である．。
　この際，反慮混液のKCI濃度はO．35Mであり，温度は
25。Cで行った。　KCI濃度がAM溶液の肖llll度に変化を及
ぼす事は知られている。Sz♀nt－Gy6rgyii）やこよれば，　KCI
濃度が0．16M以下の場合には不溶となり，　ATP添加によ
つてAMは，いわゆる‘‘超シ党澱”を起す。0．6M以．ヒとな
ると粘度は下降し，2MにおいてAMはactinとmyosin
に解離する。即ち大体0，2～0．5肛KCI範囲において，　AM
溶液の粘度が最も高）・・一：方M・mmaertsg）によればmy－
osin　ATPase作用は0．3111　KCI附近で至適であるという。
Mommaer七s6）はAM溶液の蕩51巨1度実1瞼を，　O．5M　KCI抽III
KC1濃度，250Cで行った。
　NHACIは実瞼4の成績から，　KCI．を用いた対照に比し，
spl．　tを2倍位延良する。またこれは大量用いても，最初
の粘度をi変化せしめない。
　NH40Hは大：量用いると，最初の粘度を低下せしめる。
しかしこれはalkaliが同様に粘度を低下せしめる享から，
大量用いたためのOH”一の影響によるものである。実際4
の実瞼で，NH40Hは少量では粘度を変化しない。．
　alkaliは第2図から知れる様に，　AM粘度を低下せし
め，同時にspL　tを多少延長する作用がある。もしNH4Cl
とNH40Hとを川いると，　SpL七は著明に延長する。結局
spl．tを延長させ．る因子はNH4＋とOH『の相栗作用によ
るもので，alkali革独のspL　t延長はそれ程…痔明ではな
い。pH　8．6において，1くOHは対照のspl．　t　3分のものを
10分とするのに対して，ammonia　buff’erでは3分のもの
を30分以上は延ばし得る。加之，alkaliは最初のAM粘
度を低下させるが，ammonia’　bufferはN恥Clを多くし，
NH．iOHを少なくすると，．最初の粘度を変化させずに，
spl．　tだけを延長させる系を作り得る長所がある。
9）Mom血aerts　W．　F．旺M．＆Seraidarian，　K．1工
　　（［｝ep．　Physiol・　3Qs　201　（1947）　；　Museular　Contrq一
etiQn，　90　（New　York，　1950），
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　gobaltはAMの粘度を著しく高め，　spl．　tを短賦する
‘第4図）。またATP添加によるviscosity　responseを増
大する傾向がある（第1図）。
　Banga＆Szent・Gy6rgyil　o）はmyosin　ATP　ase作用
の塩効果を見ており，その賦活塩としてLi＋，　K＋，　Na＋，
NH4ちCa＋＋，　Co＋＋，　Mn＋＋を挙げている。　Go＋＋の場合に
は賦括作用とも云えるが，NHA＋は明かに私の成績と異な
る。私の実瞼ではKCIが共存し，且つ比較的大量用いて
いるので，恐らくは濃度の相思により，少：量では賦活し，
大量では抑制すると考えるのが安当であろう。
　現在recovery　effectとはmyosin　ATP　aseによる
ATPの酵素的分解の結果と解釈されている6）。しかして，
CShpo7）によると，粘度の恢復後は，反謄i混液中にはも早，
ATPを見；ISせないという。この事はrecovery後の混液
を，新なAM溶液に加えても粘度低下が起らない，とい
う群実によっている。
　この事からすればammonia　bufferによりspl．　tが延
長するという辮実は，i）ATPが分解されないか或いはそ・
の分解過度が極めて逓い班が先ず第一に考えられるが，そ
の他また，ii）ATPは分解されるが，　reCOVery　effqc　nPち
myosin十actin一ンAMの結合が起らない。　iiV或いはAM
系蛋白が変性し破壌される等の可能性も除外出來ない。
　i）であるならば，反謄混液中の水解されたPは，粘度
が恢復したものに比して遙かに少なくなければならない。
またAMはATPにようて，　actin十myosin　ATPとに
解離はするが，ATP　ase作用は抑制されているという事
であって，myosinとATPの結合基と，　myosin　ATP　ase
活性基とを匪別して考え㍗方がより合理的であるという見
解に導く。
　ii）であるならば，この環境においては，　ATP添加前の
粘度は対照に比して遙かに低くなるであろう。
　iiilであるならば，これの持つ意義は少ない。
　これ等の点を究明するため，分解Pを化学的に定量した
のが実wa　6である。
こ嘆果によると・、対照の撒恢復後の灘中に磁す
る遊離Pは10．5γであり，ammopia　bufferを用いた噂の
ぞオしは1．98γ，alkaliに’して粘度を低下せしめたAM’混液：
のそれは一2．14γであった。一方これに用いた1％ATP
O．2鴨　を塩酸で1000C　7分水解して遊離したPはユ5．93γ
である。水解した時はATP一》AMPとなり2分子のPが
遊離するから，一分子のPとして計卵すると，ATPの対
照を引いて（15．93一一2．03）／2＝　6．95γとなy，加えたATP
が全部分解され，てADPとなった時に遊離するPの量を
10）　Banga，　1．　＆　Szent－Gy6rgyi，　A．：　Stud．　Szeged．　1，
　　　5　C1942）．　cit．　Mommaerbs，　Muscular　Contraction．
示す。この値：と上Qlibの10，54γの値：を比較するに，粘度恢復
時には添加したATPは全部分解されて，　ATPは存在し
ない。從ってCsapo7）のいう所と一致する。遊離し得る
Pの量より，実際に分解されたPの：量が上廻っているの
は，私のAM試料の性質から恐らくKalckarii）によつて
報告ざれたmyokynaseの作用が入っているものと考えら
れ，る。
　ammonia　bufferを川）・た揚合には，その分解Pは
1．9Sγで明かにATP分解は抑制さtvているといい得る。
　alkali　AMの場合には，一2．14γで却って減少していた。
これもATPが分解されていないといえよう』
　この実験結果に立脚して，上掲のspl・t延長の
機序を老察す．ると，ammonia　buffer環境rl・1では，
AMの粘度は変化しなbから，　act．inとmyosinの
結合を妨げるのではなく，myosin　ATP　ase作用
を抑制すると考えるのが最も垣内であろう。しか
もこの系の長時闇経過後の恢復過程を見ると，決
して対照の如き急激な恢復曲線ではなくて，なだ
らかな恢復過程を示している事から，ATPase作
用の反慮速度を，著しく遅延せしめるのではない
かと思われる。兎に角，この環境下でAMは瞬
間的にATPと結合するに不拘，　ATPase作用が
抑制されるという事実は，ATPとの結合基であ
るmyosinのSH基が1司時にATPaseの活性基
であると云うBailey2，の考えよりは，両者を区別
して考’えた方が安当であろうとV・う示唆を與える。
　alkali　AMの場合では，　AMの粘度は低下する’。
これはAM内の一部がactinとmyosinに解離
した事を示す。換言すれば，alkaiiはactinと
myosinの結合を妨げる。遊離Pの定量の結果で
はATPは分解されていなV・。第2図を見ると，
alkaliに比例してAMの＊li度が下り，　spl．　tが延
長してV・る。ATPaseとしての作用は，解離して
いるmyosinもAMとして存在しているmyosin
も同じであるから，この場合も，距にactinと
myosillの結合が妨げられるだけであれば，粘度だ
けtc影響してspL　tには変化がない筈である。し
かるにpH　9．6以上のものではactinとmyosinぽ
完全に解離してV・るとi看倣され，且つATPは分．
解されていない。これはATPase作用にも影響し
ll）　Kalkar，　H．：　J．　Biol．　Chem．　148，　127　（1944）t
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ている事を指示する。
　この場合，alkaliによってAMのTh部が変性し
だとも考えられる。これは3の実鹸において，混
液を酸で中和しても恢復しなV・。郎ち不可逆的で
あるという事からも考え得る。Szent－Gyδrgyiに：
よればactin及びmyosinは共に長V・fiberであ、
り，從ってAMも糸状の蛋白である。もし変性
が起れば，それは小分子に分れるか或はcoiling
upする等の分子構造の変化が考えられるから，粘
度は当然下ってよい。また変性を起したmyosin
分子はATPase’?用を失うから，　myosin　ATPase
量が減少した事になり，spl・tが相対的に：延長した
ものとも云える。しかし変性したか否かは，alkali
溶液中におV・て，AMの流動複屈折が消失するか
否かを槍する等により，決定さるべきであろう。
　Mommerts9）はCaC12の葎在日において，　glycin　buffer，
veronal　bufl’erを用いて，　pH　9．2の処に，　pH　6．5におけ
るよりも強いATPase　optilnumがある事を報告した。教
室の大江12）も同じ口口下で之を認めた。これは一見私の
実話成績と全く相反する。しかし私の実瞼ではglycin　bu－
ffer等は用いず，またCaCI2を加えていないから，この
密な條件の相違によるものと考える。
　私ば今まで，ammonia　bufferがATPase作用を
抑制する事実をi主休として論じて來た。そもそも
myosinがATPase作用を有する事を，最初に発
見したのは，Engelhardt＆Ljuvimova13）である。
彼等はmyosinからATPaseを分離する事は出來
ない。恐らくmyosinとATPaseとは同一物であ
ろうと推論した。その後Sarkar3）は，　actinと結
合した1伏工におけるAMも，　ATPase作用のあ
る事を見出した。contractile　proteinとして主役を：
演ずるniYosillが，同時にenergy供給源として
知られるATPを分解する作用を有する事は，甚
だ興味深い事である。
　その後，多くの実瞼がこの問題を巡って行われ齢
＄zent－Gy6rgyiは，　myosinからそのATP分解酵素たる
protinを分離したと報告したが，後にこれは訂正された1）。
Singheri4）はmyosinを変性せしめずにpHを6以下に
して沈澱するe4rLより　・　Zifli‘5）はH・0・によってmy・sin
を酸化する事により，ATPase作用のないmyosinを精製
し得た事を発表したがMommaerts6）は再三の追試に拘わ
らず，それ等は確認出來なかったと述べている。ただH202，
Cu，塩，　ATPの顕在下において，不完全ながら作り得る
と述べているが，これも未だ確実ではない。
　現在では，myosinを変性する事なしに，　ATPase作用
のないmyosinを精製する事は，成功されていない。・もし
ATPase作用のないmyosinが箪離されたならばBailey
等2）のSH：基凱は否定される許りでなく，AM系におけ
る諸現象は軍純化され，その分析に，一段と飛躍が遂げら
れるであろう。
　しかしながら，myosinかちATPaseを分離出來ないに
しても，そのATPaSe作用を抑制する事は出來る。私の
見出したNH4C］，　NH40H系は，正しくこれを抑制する。
　この他ATPaSe作用を抑制するものとしてはMg＋＋が
知られている1！i）。また低温（0℃）においては，戸pLtが延長
されるが，Csap♂7）によると，ATPは分解されるといわれ，
ATPaseが抑制されているオ・否かは詳かでな）・。
　Mommaertsi8）は，　AM溶液に種々の量のATPを加え，
その粘度低下度から解離曲線を描き，myosin単位量当り
反磨するATPの量を計覚レ，またその解離恒数の測定か
ち，myosinとATPのbond　energyを求めた。しかし
Mommaerts自身述べでいる如く6），これには実瞼的に大な
る制約がある。即ち，ATPが少量になればなるほど，そ
のspl．　tは短くなり，　ATP添加後の第1団三二中に，既
に恢復が起って了う事である。それで，releOVetY　effec七
を遅延させるために，ATPase抑制剤として，土記M9＋＋
を用いて行ったが充分でなく，微量のATP量淀おける解
離度は，外挿法によって求めた。
　私の見たammonia　buffeIのATPase抑制ぽ殆
ど完全である。更に抑制作用を張くしょうと．思へ
ば，NHdOHを増量すれば良い。從って，この弟
を用いれば，更に正確な結果を期待出來，よう確
かなbond　energyを計算し得るであろう。’ま掩
alkaliがAMの解離を促進すると考えられるか
ら1鮮度変化以外に，pHの変化からもactinと
myosinの解離に際してのfree　energyも，計算し
12）大江正純：未発表．『札幌医誌掲載予定。
13）　Engelhardt，　V．　A．　＆　Ljuvimova，　M．　N．　：　Nature
　　　144，　668　（1939）．
1，4）　Singher，　H．　O．　＆　Meister，　A．　：　J．　Biol，　Chem．　159，
　　　491　C1945）．
15）　Ziff，　M．：　J．　Biol．　Chem．　153，　25　C1945）．
16）　Morpmaerts，　W．　F．　H．　M．：　J．　Gen．　Physiol．　31，
　　　361　（1948）．
17）　Csapo，　A．：　Nature　164，　4173　（1949）．
18）　Mommaerts，　W．　F．　H．　M．　：　Biochem．　Biophys．　Acta
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得る可能性がある。
　本論文は，ammonia　bufferの作用を主眼とした
が，最後にcobaltにつV・て一言述べたい。　cobalt
が．AM溶液の粘度を著しく増大する事は，前に
触れた。重金属塩ばAMを変性し易V・事は知ら
れているが6）cobaltの場合，粘度が増大し，　ATP
に反目し，recovery　effectも起るのであるから，
軍なる変性とは考え難い。AMは解離によって粘
度が低下するのであるから，粘度の上昇は，より
張V・結合とも考えられる。
　cobaltはhistidineと陰圧下で結合し，可逆的に
酸素を撮下する事が知られている19）。またMi1－
ward20）によれば，　cobaltはadeninと，　alkali反
慮におV・て一定の比を以て結合する。cobaltによ
る粘度上昇が，AM，分子内のhistidine或V・は
actin21）またはMyosin22）分子内のadenin・核と
こういう複合物を形成し，　その結果，actinと
myosinの結合を高めるのか，或いはactinのG－F
変形，從ってまたAMのG一・F変形に関照するの
か，或いは更に未知の過程によるのかは，現在詳
らかでない。しかし何れにしても，この原因を究
明する事は，actinとmyosinの結合機構を知る上
に重要な手掛りとなるであろう。
　更に，cobalt及びammonia　bufferのグリセリ
ン処理筋に対する作用を楡写する事は興味深い。
Sarkar3）によると，グリセリン処理筋は，　actinと
myosinの結合が張固になり，そのATPase作用
を見るにmyosin　ATPaseと異なり，　Ca＋＋により
促進はなく，寧ろMg＋＋によつて促進される。即
ち性質がmyosin　ATPase：と幾らか異なり，　ATP－
ase活性度も，より強いという。しからば，　ammo－
nia　bufferの作用はグリセリン処理筋ではMg＋＋．
の如く却ってATPase促進の方向に向うかも知
れない。また処理筋に対してcobaltの態度がどう
なるかも問題である。
　～これを要するに，私はammonia　buffer，　cobalt
の特異な作用を見たが，更に進んで，如何なる機
序によって，alkali反慮におけるNH4＋がATP－
ase作用を抑制するのか，如何にしてcobaltが
AMの結合を高めるのかを，究明して行きた“。
　actlnとmyosin及びmyosinとATPとの結合
に関しては，Szent－Gyδrgiの蛋白内chargeの変
化，Bailey等のSHI基結合，或いは＝Botts等23）の
hydrogen　bond等幾つかの可能性が示されている
が，actinとmyosinの結合・解離，　ATPase作用
の促進・抑制のmechanismを分析して行く事は，
これ等の解明にとって，極めて重要であろう。
摘
??
　1．cobalt－ammonia　buffer中では，　KCI中に於
ける対照に比して，AM溶液粘度は少しく低下
し，splitting　tim　eは著しく延長する。
　2・a！ka！i（KOH）溶液中では，　aikali性が増すに
つれて，AM溶液粘度は低下する。これはAM
の解離によると考えられる。これに件なって，sp－
litting　timeも少しく延長する。
　3・NH4＋はAM溶液粘度を低下する事なく，
splitting　timeのみを延長させる。
　4・結局，AM溶液の粘度を低下させる因子は
alkaliであり，　splitting　timeを延長させる函子は
NH4＋とOH一の相乗作用である。
　5・NH4ClとNH40Hの比を：3こ1に：とる｝i‘に
より・最初の粘度を低下させすに，splitti・，　9　tim・
のみを延長せしめる至適條件を得た。
　6．粘度測定と平行して，溶液の燐の化学的定
量から，spliting　timeの延長は，　Myosill　ATPase・
作用の抑制に基因する事が結論される。
　7・これ等の系を用いて，更に二・三の実験が可
能である事について論じた。
　8・cobalt箪独では，　AM溶液の料i度を異常に
高める事実について触れた。
絡りに・本実験を通じて，同僚尾崎精号一歯科学
士の多大の助力を得た事を，深く感謝します。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　．　Summary　，
　　　　1．　ln　a　cobalt－ammonia　buffer，　the　viscosity　of　an　AM　solution　decrea＄es　a　little　and　the
splitting　time　remarkably　e！ongates　in　comparison　with　the　control　’in　the’　case　of　a　KCI　solutio．n・
　　　　2．　ln　g　Alkali　（KOH），　solution，　the　y．iscosity　of　an，AM　solytion　qecreases　accordittg，　as
alkalinity　increases．　This，　we．assume，　is　due　to　the　dissociation　of　AM．　With　the　increage　of
alkalinity　the　splitting　time　also　elongates　a　little．
　　　　3．　NH4一　elongates　the　splitting　time　without　lowerlng　the　viscosity　of　an　AM，　solution・．　，
　　　　4．　From　the　aboye　facts　we　conclude　that　the　factor　whicii　decreases　the　viscosity　of　an
AM　solution　is　alkalinity　and　the　factor　which　elongates　the　splitting　time　is　the　synergism　of
NH4i－and　OH．一．
　　　　5・　We　have　acquired　the　optimal　condition　which　only　elongates　the　splitting　time　withoint
Iowering　the　initial　viscosity　by　making　the　proportion　of　NH4Cl　and　NH40H　as　3：　1・
　　　　6・　We　can　conclude　from　the　chemical　determination　of　phosphorus　in　the　solution　in　parallel
with　the　．measqrement　of　viscosity　that　the　elongation　ol　the　splitting　time　is　dUe　to　the　inhibi－
tios　of　myosin　ATP－ase．
　　　　7．　The　possibility　of　some　further　experiments，　by　using　these　systems　has　been　discussed，
　　　　8．　The　fact　that　cobalt　chlorides　a‘nomalously　increase　the　viscosity　of　an　AM－solutioii　has，
been　referred．　’　’　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reeived　Jan 　31，　1953）
?
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